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論 文 内 容 要 旨
イ ンフルエ ンザは毎年 のよ うに世界各地 で流行 し,高 い罹患率 を有す る感染症 の1つ である。そ の病
原 とな るイ ンフル エ ンザ ウイル スはオル ソ ミク ソウイルス科 に属す直径約100nmの球状 ウイル スで あ
り,核 タ ンパ ク質 とマ トリックスタンパ ク質 の抗原性 の違 いか らA,B,Cの3つ の型 に分 け られ る。
イ ンフル エ ンザ ウイル スは,脂 質膜 か ら成 るエ ンベ ロープ に覆 われ てお り,ウ イル ス粒 子 の表面 には糖
タンパ ク質がスパイ ク状 に突 き出 してい る。 また,エ ンベ ロー プには,糖 タ ンパ ク質の他 に,数 は少 な
いが,プロ トン選択性の高いカチオ ンチ ャネル を形成す るタ ンパ ク質が存在する。 ウイル ス感染 の初期,
お よび後期 の過 程でプ ロ トンチ ャネル活性 は重要 な役割 を果 たす こ とか ら,こ の よ うな プ ロ トンチ ャネ
ル タンパ ク質は ウイル スの複製 に不可欠で あることが知 られてい る、
BM2タンパ ク質(BM2)は109アミノ酸残基か ら成 るB型 イ ンフルエ ンザ ウイル スの膜貫通 タンパ ク
質であ り,電 気生理学 的研 究に よ り,酸 性pHに て活性化す るプ ロ トンチ ャネル を形成す るこ とが,近
年明 らかに されてい る。BM2の膜 貫通領域 は疎水性 ア ミノ酸 に富んだ第7-25残基部 分で あるこ とが,
一次構造 か ら推 定 されてお り,こ れ はBM2の 各種Cys変異 体 に電気 生理 学的手 法 を適用 した機能解析
の結果 と矛盾 しない。 また近年の生化 学的研究に よ り,BM2が形成す るチ ャネル はホモ 四量体構造 であ
ることが明 らかに され てい る。 しか し,BM2チ ャネ ルの主鎖構造や側鎖環境,活 性化機構 につい てはほ
とん ど何 もわかっていない。一方,A型 イ ンフルエ ンザ ウイル スのチ ャネル活性 を担 う,97ア ミノ酸残
基か ら成 る膜 貫通 タンパ ク質AIM2について は多 くの研究が行われてい る。AIM2の推 定膜 貫通領域 は第
25-43残基部分で あ り,BM2チ ャネル と同様,AIM2が形成す るチ ャネル もホモ四量体構 造であ るこ と
がわかっている。AIM2チャネルの活性 化 はHis37のプロ トン化 と同期 し,同 時に隣接す るサブユ ニ ッ ト.
問のHis37とTrp41がカチオ ン πー相互作用 す る ことが明 らか となってい る。図1にAIM2とBM2の 推
定膜 貫通領域 と,そ の周辺のア ミノ酸配列 を記 すeBM2の 推 定膜貫通領域 に もHxxxW配列のHis19と
Trp23が存在す ることか ら,BM2チ ャネル はAIM2チャネル と類似 の機構 で プロ トンを輸送す る可能性
が示唆 され てい る。実際,BM2チ ャネル は,Hisl9のcysへの変異 によ りプ ロ トンチ ャネル活性 を失 い,
Tlp23のCysへの変異に よ りプ ロ トン選択性 を失 うこ とが,電気生理学的研究に よ り明 らか にされている。
本 研究ではBM2チ ャネル の活性化機 構 に関す る知 見を得 る こ とを 目的 とし,BM2チ ャネルの活性 と
構造の関連 につい て調べ た。試料 としてはBM2の 推定膜 貫通領 域 を含む31残 基のペ プチ ドBM2-TMP
(図1)を用い,特 にその配列 中で もチ ャネル活性 化機構 において 重要 な役 割 を果 たす と推定 され る
HxxxW配列 に 含まれ るHisl9とTrP23に着 目 した.ま たBM2の 配列 にはA/M2とは異 な り,Trp23か
らC末 端側 に4ア ミノ酸残基進 んだ位置 にHis27が存在 してい る。 この よ うなWxxxH配列 に含 まれ る
TrpとHisは同一ヘ リックス内で相互作用す るこ とが期待 され るた め,His27につい ても焦点 をあてた。
BM2-TMPの野生型,His変異体(HlgA,H27A)およびTrp変異体(W23F)をそれ ぞれ脂 質 リボ ソー ム
に再構成 し,以 下の実験 を行った。
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図1.AIM2とBM2の推 定膜 貫通領 域(下 線部)と その周辺 のア ミ
ノ酸配列 比較
まず,BM2-TMPを蛍光pH指 示薬 を封入 した リボ ソー ムの膜 に再構成 し,プ ロ トンチ ャネル活性試
験 を行 った。BM2-TMPチャネルの プ ロ トン透過 能 は,リ ボ ソー ムの外部pHを 低下 させ た ときの リポ
ソー ム内部pHの 時間変化 をモニ ターす るこ とで評価 した.そ の結果,BM2-TMPはpH6.4±0.]を転
移点 と して,酸 性pHに て活性化す るプ ロ トンチ ャネル を リポ ソ 一ーム膜 上に形成す るこ とがわか った。
このプ ロ トンチ ャネル の活性 はH19A変異体 において はほ とん ど失 われ,H27A変異体 にお いては野生
型の60%程 度 まで減 弱 した。 また,W23F変異体 は プロ トン選択性 のないチ ャネル を形成す ることがわ
か った。
さ らに,円 二 色 性(CD),蛍 光 お よび ラ マ ン分 光 法 を用 い てBM2-TMPの構 造,並 び にHis19と
Trp23,His27とTrp23の間 の相互作 用の検 証 を行 った。野生 型 のCDス ペ ク トル はpHに よ らず2!O,
222㎜にダブル ミニマム を有す る α一Helix構造 に特徴 的な形状 を示 したが,pHの 低下に伴い222nm付
近 のCD強 度の絶対 値はわず かに減弱 したa222nm付近 のCD強 度 のpH依 存性 を詳細 に検証 した とこ
ろ,pH6.5,7.6を転移 点 として変化 してい ることがわかった。同様のpH依 存性 は野生 型の蛍光,ラ マ
ンスペ ク トル にお いて も観測 され た。pHの低 下に伴 ってTrp23由来の蛍光強度は減弱 し,ラ マンバ ン ド
強度 は増大 したが,こ れ らはカチ オン πー相 互作用の出現 に由来す る と考え られ た。Trp由来 の蛍光の ピ
ー ク波長 は,イ ン ドール環側鎖 が曝 され てい る環境 の極性や 可動性 を反映 してシフ トす ることが知 られ
ている。 しか し,Trp23由来 の蛍光 の強度 の減 弱 は波 長 シフ トを伴 わな かった こ とか ら,BM2-TMPの
Trp23にはそ の よ うな環 境 の変 化 は生 じてい な い と考 え られ た。 また,Trpバン ドの強度 増大 はカチオ
ン πー相互作 用以外 に も,水 素結 合の増 強や環境 の疎 水性増 大に よ り誘起 され る。 しか し,ラ マ ンスペ
ク トル において880cm冒1付近 にみ られ るWl7バ ン ドの波数 はTrp側鎖のN 、-H位 での水 素結 合状態 を
反 映す る とされ てい るが,こ のバ ン ドにはpH依 存 的な波数 シフ トは観測 され なか った こ とか ら水素結
合状態 の変化 の可能性 は棄却 された。また,蛍 光 の ピー ク波長 と同様,ラ マ ンスペ ク トル における1364
cm-1と1342cm"'付近 のW7ダ ブ レッ トバ ン ド強度比 はTrp側鎖 の環境 の疎水性 を反映す る とされ ている
が,双 方 にpH依 存性 はみ られ なかった こ とか ら,環 境 の疎水 性増大 の可能性 も棄却 された。なお,野
生型 のCD,蛍 光,ラ マ ンスペ ク トル におい て観測 され たpH6.5,7.6を転移点 とした変化 は,そ れぞれ
H19A,H27A変異体 において消失 した ことか ら,個 々のHisのプ ロ トン化状態 が構造変化 を誘起 してい
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るこ とがわかった。
一方,W23F変異体 はpH8以 上 では α一Helix構造 に特徴的 なCDス ペ ク トル を示 したが,pHが8以 下
になる と次第 にスペク トル形状 は変化 し,pH6以 下 においては構造 を判 定できないよ うなスペ ク トル形
状 にな った。pHの低 下に伴 うCDス ペ ク トル形状の変化 はチ ャネル構造 の不安定化 を反 映 してい る と考
え られた。pH依存性 を詳細 に検証 した ところ,構 造の不安定化 はHis27のプ ロ トン化 を契機 として起 こ
り,His19のプ ロ トン化 に よ りさ らに加速 され ることが示 唆 され た。BM2チ ャネル の膜 貫通領 域 におい
てHisがプ ロ トン化すれ ば,四 量体構 造 中のサブユニ ッ ト問の電気 的反発 が起 こ るこ とが推察 され る。
この ことか ら,Trp23はイ ン ドール 環の π電 子 によ りプ ロ トン化 したHisの正電 荷 を緩和 し,チ ャネル
構造 を安定化す るとい う可能性 が示唆 され た。
以上の結果 よ り,Hisl9はpH6.5付近,His27はpH7.6付近 にそれ ぞれpK、値 を持 つこ と,His19はプ
ロ トン化 し,Trp23とカチオ ン ーπ相互作 用する ことによ りチャネル 開 口の 引き金 となるこ と,Trp23は
チャネル構 造 を安定化 し,プ ロ トン選 択性 を与え る役割 を持 つ こ と,His27はTrp23とカチ オン ーπ相
互作用す るこ とによ りチ ャネル活性 を増強す るこ とが明 らか とな
った。
これ らの実 験結 果 を基 に,開 口状 態 のBM2チ ャネ ル の構 造
のモ デル を構 築 した(図2)。 このモ デル におい てTrp23は2つ
のHis残基 とカチオ ン ーπ相互作用 してい る。 この うちHis27と
Trp23の相互 作 用 は同 一 ヘ リ ックス 内 で,も う1つ のHisl9と
Trp23の相互 作用 はAIM2の場 合 と同様,隣 接 す るヘ リックス と
の 間で起 こってい る。BM2チ ャネル の詳 細 につ いて は不 明 な点
もある が,Hisl9,T叩23,His27の3アミノ酸残基 の相互 作用 が
チ ャネル の活性化機構 におい て重 要な役割 を担 うことは明 らかで
ある。本研究 に よ り得 られ た結果 は,BM2を 標 的 とす る新 たな
薬物 の設計において重 要な知 見 となる ことが期待 され る。
図2.BM2が形成す るプ ロ トンチ ャ
ネル の構造モデル(開口状態)
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審 査 結 果 の 要 旨
イ ンフル エ ンザ ウイル スの感染 と増殖 に は,ウ イル ス 自身 の遺伝 子 によって コー ドされ,ウ イルスの
殻や宿 主細 胞の ゴル ジ体上 にプ ロ トンチ ャネル を形成す るタ ンパ ク質 の存在 が不 可欠で ある。A型 イ ン
フルエ ンザ ウイル スのプ ロ トンチ ャネル タ ンパ ク質で あるAIM2につ いては,こ れ まで多 くの研究 がな
され てお り,チ ャネル活性 を阻害す る抗イ ンフル エ ンザ薬 の開発 も行 われ てい る。 しか し,B型 イ ンフ
ルエ ンザ ウイル スにつ いては,プ ロ トンチ ャネル を形成す るBM2タ ンパ ク質 の発 見が遅 か った こ とも
あ り,そ の構造や活性 化機構 に関 しては未 だ不明の点が多い。本論 文は,チ ャネル活性 試験 と各種分光
法に よる構造解析 を併用す るこ とによ り,BM2プ ロ トンチ ャネル の活性化機構 につ いて詳細 な検討 を加
えた結果 を記 したものである。
先ず,BM2タ ンパ ク質の推定膜貫通領域 を含 む31残基 のペ プチ ド(BM2-TMP)を脂質二重膜 に埋 め
込 んでチャネル活性試験 を行 い,全 長 のBM2タ ンパ ク質 と同様 に,BM2-TMPも酸性側(〈pH6.4)で
開 口す るプ ロ トンチ ャネル を形成す るこ とを確 認 した。 さ らに,BM2-TMPのア ミノ酸配列 中,チ ャネ
ル活性へ の関与が期 待 され る2個 の ヒスチ ジン残基(Hisl9,His27>と1個の トリプ トファ ン残基(Trp23)
をアラニ ンも しくはフェニル アラニンに置換 した変異体(H19A,H27A,W23F)を用いてチ ャネル活性
試験 を行 った。 その結果,H27A変異体 ではチ ャネル 活性が約60%に 低 下 し,HlgA変異体 ではほぼ消
失す る こと,ま た,W23F変異体 はプ ロ トン選択性 の欠如 したチ ャネル を形成す る ことを見出 した。上
記活性試験 の結果 をチ ャネル構造 の観点 か ら検討す るた めに,円 偏光 二色性,蛍 光,紫 外共 鳴 ラマ ンの
各 スペ ク トル のpH依 存 性 を精査 した ところ,pH6.5付近 とpH7.6付近 に,HisとTlp間の カチオ ン πー
相 互作 用に帰属 できるスペ ク トル変化が観測 され た.さ らに,pH6.5付近の変化 はHlgA変異体 で,pH7.6
付近 の変化 はH27A変異体 で消失す るこ とも見出 した。これ らの実験結果 に基づ き,以下の結論 を得た。1)
His19はpH65付近 に,His27はpH7.6付近 にそれぞれp札 値 を有 す る。2)酸性条 件下でHis19にプ ロ
トンが付加す る と,Trp23とカチ オン πー相互作 用を行い,チ ャネル 開 口を誘起する。3)Trp23はプ ロ ト
ン選 択的 なゲー トの形成 とチ ャネル構造 の安定化 に寄与す る。4)His27はTrp23とカチオ ン πー相 互作
用す る ことに よ りチ ャネル活性 を増強す る。 また,こ れ らの知 見に基づいて,チ ャネル活性 化機構 の一
つ のモデル を提出す るこ とに成功 してい る。
以上 のよ うに,本 研 究 は,B型 イ ンフルエ ンザ ウイルスの感染 ・増殖過程 の一面を解 明 し,抗B型 イ
ンフルエ ンザ ウイルス薬 を分子設 計す る上 で極 めて有用 な知見 を もた らした。 よって,本論文 は博士(薬
学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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